











































either aqueous or organic  components. The presence of  ions or  salts  in  these  solvents  can 
further alter DNA properties by changing the melting point or helical structure. The size, charge, 
and concentration of these additional components can all affect the behaviour of DNA. A new 









In this thesis, the  interaction between different  intercalating dyes and different  ionic  liquids 
was evaluated. We  reasoned  that perhaps  the difference  in  interaction  could be used as a 
method of separating the DNA‐dye complex, which has previously never been accomplished. 
For example, it has been established that both DNA and cationic dyes have an affinity for ionic 





we  found  that  the  DNA  actually  has  a  higher  affinity  for  the  aqueous  phase.  Conversely, 





















































































































































DNA  is  a  biomolecule  that  can  be  found  in  all  living  organisms.  DNA  stores  the  genetic 
information that allows cells to replicate and organisms to grow and is capable of storing vast 
amounts  of  information  (the  average  human  has  three  billion  base  pairs  which  allow  for 




strand,  a  double  helix  is  formed;  that  is,  the  double  stranded DNA  (dsDNA) winds  around 
creating both minor and major groves as well as secondary structures.3,4 
In order to understand how secondary structures are formed, one must first understand the 




The A‐T bond  consists of 2 hydrogen bonds, while  the C‐G pair  consists of  three hydrogen 
bonds.1 Individual nucleoside that make up DNA strands are linked by phosphodiester bonds.3 





























DNA melting has been used  as  a measure of DNA  stability  since melting  analysis was  first 
combined with PCR.11 The  theory behind DNA melting  is  the hybridization of dual stranded 
DNA.  Depending  on  the  number  of  mismatches  in  the  complimentary  sequences,  or  the 
strength of the buffer solution, the ability of the DNA to remain in its double helix form as the 
temperature  increases  changes. Measuring  these  changes  can be done  through  the use of 





technique,  as  the  two  samples  are  almost  identical.14  This  technique  can  also  be  used  to 












of  duplex  DNA,  two  individual  DNA  strands  are  obtained.  These  strands  take  up  a  larger 
effective volume then the duplex version. Hence, as the environment becomes more crowded, 





Of the two,  intercalation  is the most common  for the dyes used  in our experiments.  In this 
process,  the planar  structure of  the dye or  small molecule  forces  its way  into  the  grooves 




















useful for several reasons. First, the background  is  low,  leading to high signal and sensitivity 







































exist, SG was overall easy  to perform and  reproducible.28 SG can also be coupled with  flow 
cytometry  to  measure  cell  concentrations  or  distinguish  between  bacteria  and  cells.  34  If 
coupled with capillary electrophoresis, SG  is able to distinguish between different sized DNA 




Thiazole orange  (TO)  is  another  intercalating dye used  for  staining nucleic  acids.36–40 Upon 
binding with DNA, rotation around the bond connecting two aromatic rings is hampered, which 
is  believed  to  be  the  source  of  increased  fluorescence.  TO  fluorescence  is  about  10  times 
stronger when bound to dsDNA as compared to ssDNA.  If the ssDNA  is composed mainly of 
pyrimidines, this binding strength drops to up to 100 times weaker. TO has two main forms of 
















































If  the  ions  in  solution  are  not  intercalative,  condensation  can  occur. As DNA  is  negatively 
charged, close packing should generally be accompanied by high repulsion. The presence of 












can cause DNA to denature, resulting  in a  lower melting point. DNA has also been  found to 





















Ionic  liquids (IL), also known as organic salts, are  liquids that are comprised entirely of  ions. 




ionic  species  results  in  vastly  different  thermodynamically  properties, making  them  highly 
interesting. Additionally,  ionic  liquids  have  no  identifiable  vapour  pressure,  resulting  in  no 
detectible emission of volatile organic compounds, allowing  ionic solvents  to be perfect  for 
















Although  interest  in  ionic  liquids has surged recently,  there are several cases  in which  ionic 














the presence of  IL  in  these sensors can greatly enhance  the peak, essentially  increasing  the 
sensitivity of the probe.75 
Although ILs are said to be inert, this does not infer that there is no interaction between DNA 









































































one advantage of  ionic  liquids  is  their high  solubility  for  ionic  species. Many acid mediated 




ILs  have  also  proven  to  be  useful  in  stabilizing many  enzymatic  reactions.  For  example,  Z‐
aspartame was successfully synthesized when catalyzed by thermolysin  in an  IL. The activity 
was equal to that observed in ethyl acetate and water. Similarly, some lipases have also been 












Polyethylenimine  has  a  high  cationic  potential,  which  makes  it  a  useful  carrier  of  DNA. 
Unfortunately, as the molecular weight is increased, the toxicity is also increased. By creating a 
copolymer with PEG, the molecular weight can be increased with mitigated toxicity. Addition 
of  the block copolymer can also prevent degradation. Using  this compound  to deliver DNA 
increased the efficacy three fold as compared to a lower molecular weight version.94 
These polymers have also been shown to be highly useful for the stabilization of nanoparticles. 
Due  to  the  small  size,  aggregation  is  often  a  large  problem. Nanoparticle  stability  can  be 
significantly  enhanced  by  adding  a  PEG  monolayer.  Longer  PEG  chains  resulted  in  higher 
stability.97  Interestingly,  PEG  can  enhance  hybridization  onto  DNA  functionalized  gold 
nanoparticles (AuNPs), but at the same time prevent DNA adsorption by competing for binding 




































have  shown  that  ILs  do  interact  with  DNA  and  other  biomolecules,  although  alternating 
conditions could change the avenues of this interaction. 

















preference  for  to  determine  if  a  viable  separation method with  other  components  can  be 







liquid‐liquid  interface  for extraction, we needed  to ensure  that  the  solubility of  the  IL was 
sufficiently low. High solubility would result in the lack of phase separation, making it that much 
harder to determine which component had higher affinity for the molecules being examined. 















selected  as  they  are  readily  available  and  very  commonly  used  as  DNA  markers  during 
amplification or gel electrophoresis. All three of these dyes have a greater affinity for dsDNA as 




























the  ionic phase. Fluorescence  in the  ionic phase was also stronger  in both cases, suggesting 
there is some interaction between the dye and the ionic liquid. Careful examination also shows 










dyes have been successfully extracted  from water  into  IL.  It was  found  that  increasing alkyl 
chain length of the cation increased the extraction efficiency, as did increasing temperature.105 
This means  that  it  is  too  early  to  claim  that  deoxyadenosine  cannot  be  removed;  further 
EB 
TO 
















added to a DNA solution and allowed to  interact. After a short period  (5 minutes) the  ionic 











not  quench  the  fluorescence;  it  actually  enhances  it.  However,  in  this  case,  95%  of  the 
fluorescence was  removed  from  the aqueous phase,  indicating  that either  the dye was not 
present or  the DNA‐dye conjugate was not present. Essentially, either  just  the dye or both 









































be to determine  if these  ILs also have the capability to separate the same metal  ions  if they 







































of  the DNA.  Tracking  the  location of  the DNA would  also  allow us  to  infer  the  interaction 
strength between the dye and ionic liquid. 
To  test  this,  we  utilized  fluorophore  functionalized  DNA.  These  DNA  strands  were  15 
















from  the  aqueous  phase,  but  also  separate  the DNA‐dye  complex. Hence,  the  interaction 
































able  to actually  remove and  replace  the EB within  the DNA.82 However,  this data  seems  to 
indicate that the interaction of DNA and water is actually much stronger than the interaction 
with the  IL. Only the dye prefers  interaction with the  IL, suggesting that the true reason for 
decreasing fluorescence is the stronger interaction between EB and the IL, not the DNA. 

























As  can be  seen,  although  there was wide  variation  in  the  results,  there was no  significant 
difference regardless of the DNA concentration. In all cases, the DNA in the aqueous phase was 



































































difference  between  the  control  and  collected  aqueous  phase,  suggesting  that  there  is 
absolutely no partitioning into the ionic phase. For C rich DNA, there was a lower fluorescence 
which could suggest a small amount either partitions into the ionic liquid or prefers to remain 









































Figure 2.10  shows  the back extraction of  the high molecular weight DNA  compared  to  the 










































total  DNA.  If  we  consider  that  the  mixing  of  ionic  liquid  causes  destabilization  of  the 
fluorescence quenching G quadruplex (indicated by the extremely high aqueous percentage), 
then even less was collected in the back extraction. Again, the value for C was lower than the 





































This  suggests  that  the DNA was not  structurally damaged  in a way  that would  impede  the 
amplification. Also, the fact that both curves in Figure 2.12 are almost super imposed on each 


















































All of the  ionic  liquids were obtained  from  Ionic Liquids Technologies  (Tuscaloosa, AL). DNA 
staining  dyes  (EB,  TO,  SG)  were  purchased  from  Sigma‐Aldrich.  EVA‐Green  PCR  reagent 





































ionic  liquid  immediately sunk to the bottom, so the sample was placed  in a sonicator for 30 
minutes. The sample was manually agitated at several  intervals  to ensure complete mixing. 
Once  the  sample became milky,  and phase  separation  could not be  seen,  the  sample was 















































A  Bio‐Rad  CFX96  thermo  cycler  was  used  for  real  time  monitor  of  PCR  amplification. 







DNA partitions  into  the  ionic phase. Prior  to  this  research,  studies  indicated  that  the DNA 












concentration of DNA was present  in both  cases, which means  that none of  the DNA was 
partitioning into the ionic phase. 






into  the  ionic  liquid,  although  deoxyadenosine  could  not  be  separated.  It  is  probable  that 

















also be  tested. Molecules  that bind  into  the grooves of duplex DNA should be examined  to 
determine if the binding pathway is a factor in determining separation. This should also give an 
idea of the efficacy of the technique; how strong is the interaction and what binding strength 
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